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                論   文   の   要   旨 
 
 
 生体内で酸素を利用したエネルギー代謝の過程では活性酸素が発生するが、生物は、生命活動や外界の酸素
に由来する種々の活性酸素種の毒性を回避する様々な機構を持っている。通性嫌気性菌である乳酸菌もまた、
酸素存在下で生育が可能で、種によって独自の機構を持つことが知られている。そこで著者は、発酵乳の製造
に使用されているLactobacillus casei シロタ株を対象に、本株が持つ酸化ストレス耐性に関わる遺伝子を同
定し、その耐性メカニズムを解明することを目的とし研究を行った。本論文では、主として以下のことを明ら
かにしている。 
１）L. caseiは、スーパーオキシドを消去するスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) 活性を示さず、菌体内
に蓄積したマンガンがスーパーオキシドを除去することがこれまで報告されている中、L. casei シロタ株の
ゲノムにおけるSOD候補遺伝子 (sodA) の存在を明らかにし、同株からクローニングしたsodAを大腸菌とシロ
タ株で発現させることに成功したが、SOD活性は認められなかった。続いて、L. casei シロタ株のスーパーオ
キシド消去活性が、培地に添加したマンガン（Mn）濃度依存的に高まることを明らかにした。さらに、ゲノム
上に存在する1つのABC型Mnトランスポーター (mtsCBA) と3つのNRAMP型Mnトランスポーター (mntH1、mntH2、
mntH3)を、 単独または複数を組み合わせて遺伝子破壊し、 細胞内のMn濃度を測定したところ、 主にmntH1、
mntH2およびmtsAが相補的に細胞内Mn蓄積に関与していることを見出した。以上より、SODではなく、複数の相
補的に働くMnトランスポーターによって細胞内に蓄積されたMnがL. casei シロタ株のスーパーオキシド耐性
に重要な役割を持つことが明らかとなった。 
２）L. casei シロタ株は、4つのチオレドキシン (trxA)と、1つのチオレドキシンレダクターゼ (trxB) の遺
伝子を各々ゲノム上に保有していることから、それぞれを遺伝子破壊した変異株を作製し、増殖性や酸化スト
レスに対する応答を調べた結果、好気条件下では、trxA1破壊株 (MS108) とtrxA2破壊株 (MS109) は僅かな生
育阻害を受け、trxA1 trxA2二重破壊株 (MS110) は顕著な生育阻害を受けることを認めた。さらに、trxB破壊
株 (MS111) は嫌気条件下では僅かに生育できたものの、好気条件下では生育不能であった。これらの生育阻
害は、各種チオール化合物の添加によりある程度回復するとともに、過酸化水素やジスルフィドストレスに対
して、MS110、MS111は野生株よりも強い感受性を示し、その傾向は特にMS111で顕著であった。以上より、チ
オレドキシン-チオレドキシンレダクターゼシステムはチオール/ジスルフィドの酸化還元状態を維持する主
たるシステムであり、通性嫌気性菌であるL. caseiの好気条件下での生育に必須であることが示唆された。 
３）酸素または過酸化水素で処理したL. casei シロタ株のマイクロアレイ解析を行い、両ストレスで高発現
した機能未知の遺伝子 (hprA1) を対象に検討した結果、hprA1破壊株（MS105）の生育は酸素ストレスによっ
て影響されなかったものの、過酸化水素ストレスに対する感受性が野生株よりも増加することが明らかとなっ
た。さらに、組換えHprA1タンパク質は、in vitroでFe2+と結合し、ヒドロキシルラジカルの生成を抑制する
ことを明らかにした。以上より、HprA1タンパク質は、細胞内で鉄と結合しヒドロキシルラジカルの生成を抑
制することでL. caseiシロタ株の過酸化水素耐性に寄与していることが示唆された。 
 
 
 
                審   査   の   要   旨 
 
 
 好気性生物の体内では、生成する種々の活性酸素種による酸化ストレスの負荷を受けている。発酵乳の製造
に使用されているLactobacillus casei シロタ株は、その製造、流通過程では好気的な環境にさらされている
が、製品中での高い菌数を維持している。乳酸菌は人に有用な微生物としてこれまで多くの研究が行われてい
るが、酸化ストレスに関する研究は限られている。そこで、L. casei シロタ株を対象に、酸化ストレスに関
する新しい知見を得るため研究が行われた。 
 本研究によって、L. casei シロタ株は、ゲノムにSOD遺伝子をコードしているが、その活性を失っているこ
とが判明した。L. casei シロタ株のスーパーオキシド耐性は、菌体内に蓄積したMnが主たる役割を果たして
いることが明らかになるとともに、本株のMn取り込みに働く3つの遺伝子が同定された。また、チオレドキシ
ン-チオレドキシンレダクターゼ系は酸化還元状態を維持する主たるシステムであり、通性嫌気性菌であるL. 
caseiの好気条件下での生育に必須であることが示唆された。さらに、シロタ株のhprA1遺伝子産物は、細胞内
の遊離の鉄と結合することでヒドロキシルラジカル生成を抑制し、過酸化水素耐性に寄与していることが示唆
された。これら一連の知見は、ストレス応答研究にインパクトを与えるのみならず、乳酸菌含有製品中での菌
の生残性の改善につながり得る重要な成果である。以上のように、本研究の成果は、微生物生理学領域のみな
らず発酵学領域において大きく貢献するものと判定される。 
 
 平成30年 1月11日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験を行
い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員によっ
て合格と判定された。 
 よって、著者は博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
